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ENERGIETRANSFERSYSTEME 



FOr die Detektion sowie die Identifizierung von DNS Oder RNS kBnnen Hybrldisierungen mit entspre- 
chenden komplementSren Nukleotidstrangen herangezogen werden. Diese Hybrldisierungen vetlaufen mit 
sehr hoher SpezifitSt und weisen deswegen ein hones Potential far die Diagnose und die Erkennung von 
Krankheiten auf (Methods Enzymomlogy 68, 373 [1979]). 

5 Eine Technik zur DurchfUhrung solcher Hybridisierungsexperimente ist die sogenannte Southern Blot 
Methode (J. MoL Biol. 98, 503 [1975]), die allerdings recht umstandlich ist und mit dem wefteren Nachtell 
behaftet dass in der Regei radloaktive Isotope, z.B. M P, bei dleser Technik verwendet warden. Daher slnd 
viele Anstrengungen untGrnommen worden, um zum einen die Technik der Hybridisierungsverfahren zu 
vereinfachen und zum anderen die Radioaktivitat durch geeignete nichtradioaktive ReportermolekQIe zu 

70 ersetzen. 

Ene Moglichkeit sowohl die Technik der Hybridisterung zu vereinfachen, als auch gleichzeitig die 
Radioaktivitat zu ersetzen, bieten fluoreszierende Systems, wobei ein Energietransfer von einem Donor auf 
einen Akzeptor stattfindet Solche Energietransfersysteme wurden von F6rster vorhergasagt (Ann. Phys. 2, 
55 (1948]). Gleichzeitig wurde von Forster (supra) eine Relation zwischen der Effizienz das Energietransfers 

75 und der Entfernung zwischen Donor und Akzeptor hergestelft (sog. F6rster-Glelchung). Ueberlappt die 
Emissionsbande des Donors die Absorptionsbande des Akzeptors, karm Energie vom Donor auf den 
Akzeptor Gbertragen werden, wobei die Effizienz dieser Energieabertragung mit der 6. Potenz der Entfer- 
nung zwischen Donor und Akzeptor abnimmt. Mit anderen Worten, je Weiner die Entfernung zwischen 
Donor und Akzeptor, umso intensiver ist der Energietransfer. 

so Inzwischen slnd Energletransfermessungen zu einem hlrfreichen Werkzeug fOr Abstandsmessungen 
InnerhaJb als auch zwischen verschledenen Molekulen geworden (Stryer, Ann. Rev. Blochem. 47, 819 
[1987]). Solche Abstandsmessungen Uber die Effizienz des Energietransfers zwischen Donor- und Akzeptor- 
molekUlen sind fur Immunoassays ats auch fUr DNA-Hybridisierungsassays geeignet (J. Biol. Chem. 251, 
4172 [1976]; Anal. Biochem. 108, 176 [1980]; Clin. Chem. 29, 1582 [1983]; Chemilumlnescent and 

26 Fluorescent Probes for DNA-Hybridisation Systems [1985]; Wngsburg, DT. and Faikow S., Eds., 345-356, 
Academic Press. New York). 

Die vorliegende Erfindung betrtfft neue, fOr Abstandsmessungen innerhalb ais auch zwischen verschle- 
denen MotekOlen geeignete Energietransfersysteme bestehend aus zwei organischen Verbindungen, von 
denen die erne einen Chromophor vom Lumazintyp ist und die andere, mit der sie in Wechselwlrkung steht, 

so ein Rutheniumkomplex ist. 

Diese Energietransfersysteme konnen im wetteren Sinne auch als Donor- Akzeptor-Energletransfersy ste- 
ms definiert werden. Unter der Donor-Komponente sollen allgemein solche Verbindungen verstanden 
warden, welche in der Lage sind, Licht von einer Energiequeiie aufzunehmen und anschliessend auf einen 
Akzeptor abzugeben. Als Akzeptor sollen allgemein solche Verbindungen verstanden werden, die befShigt 

35 slnd, diese vom Donor abgegebene Energie aufzunehmen. 

GemSss vortiegender Erfindung stelien solche Akzeptoren Ru-Komplexe dar. Die Energieaufnahme 
erfolgt Uber die langwellige "metal to ligand charge transfer'-Bande (MLCT) von diesen Ru-Komplexen. Der 
Ausdruck "metal to ligand charge transfer n -Bande (MLCT) bezeichnet den Uebergang von einem d-Elektron 
des Ru (II) -Ions zu einem V-Elektron des Uganden-Systems des Rutheniumkomplexes. Slehe hierzu auch 

40 Crosby, J. Chem. Education 60, 791-796 [1983]. 

Als Chromophore vom Lumazintyp (Lu) eignen sich Lumazinderivate und Shnliche »-Systeme der 
allgemeinen Formel 



45 O 



50 




I 



worin Ri und R2 jeweils fUr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-AIkylgruppe. 1'-Ribosyl, V- 

2 
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(22-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer anaJogen Hydroxyverbindung stehen; Ra Mr ™ 
KeSns substituierte C,-,o-Alky»gruppe stent und ru fur eine 9e^enfjssu^l^ 
C^oXgruppe, V-Ribosyl. V (2« -Desoxyribosyl) odor den Rest einer analogen Hydroxyverbindung 



stent, 

oder der allgemoinen Formel 




II 



worin R 5 und Rc jeweils fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci-,o-AIkyigruppe stehen: und R? und R* far 
V- Ribosyl. V(2'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. beispielsweise 
eines C-Nu'kleosidderivates, wie in J. Org. Chem. 54, 3927 (1989) beschrieben. 

Unter analogen Hydroxyverblndungen werden Verbindungen mit einer oder mehreren Hydroxygruppen. 
uber die sich eine kovalente Kopp!ung an andere MolekOle erreichen lasst, verstanden. Unter den 
Lumazinderivaten werden sowohl die o-ais auch die 0-Anomeren verstanden. Die Zuordnung fOr a- bzw. 0- 
Anomere wurde auf Grund publizierter Daten in den elnschlagigen Fachliteratur. z.B. mlttels 'H-NMR 
(Chem. Ber. 106. 1401 (1973). Uebigs Ann. Chem. 1217-1234 (1977)) durchgefUhrt Eigene neueste 
Untersuchungen mlttels Rontgenstrukturanalyse zeigten, dass das ursprQngliche a-Anomere in Wlrklichkeit 
/j-Anomeres ist und umgekehrt. 

Die Ruthenlumkomplexe slnd Verbindungen der aHgemeinen Formel 

Ru 2 * L, L 2 U III 

wobei die Liganden L r . L 2 und U gleich oder verschieden slnd und LadungsObertragungsolnhelten 
darstellen und der Ugand La mit einer Gruppe A-X substituiert 1st, wobei A eine Alkylengruppe. die auch 
Sulfonamid-, Thioather-, Ather-, Carboxy- oder Carboxamidfunktionen tragen kann und X eine Aldehyd-, 
Carboxy-, Hydroxy-. Amino-. Thiocyanatgruppe, Halogen oder eine Phosphlt- oder Phosphatgruppe oder 
eine modifizierte Phosphatgruppe. z.B. eine Phosphonat-oder Thlophosphatgruppe, Oder eine sonstwie 
geeignete Funktion darstellt 

So wie hier verwendet, steht der Ausdruck "Ci-io-Alkyl" fOr eine gerade oder verzweigte, gegebenen- 
falls substituierte Alkylkette. die MO C-Atome enthSft. wie z.B. Methyl, Aethyl. n-Propyl. Isopropyl. n-Butyl. 
Isobutyl, sek. Butyl, tert Butyl. n-Pentyl, n-Hexyl, usw. Bevorzugte Alkyigruppen stnd Methylgruppen. 

Unter substituierten Alkyigruppen werden soiche verstanden, die die FShigkeit zur EnergieObertragung 
nicht negativ beelnflussen. 

Beisplele fUr LadungsUbertragungseinheiten L u L 2 und U sind Bipyridyl, Bathophenanthrolln oder 
Benzbathophenartthrolin. die gegebenenfalls substituiert seln konnen. 

Die Alkylengruppe A kann gerade oder verzweigtkettig sein. Qanz besonders bevorzugt ist A eine 
•{CH 2 )4- oder -(CH 2 )s-Gnjppe und X eine -OH-Gruppe. 

Bevorzugte erflndungsgemasse Energietransfersysterne stnd DNS- oder RNS-Sequenzen. die Chromo- 
phore vom Lumazintyp in kovaJenter Bindung enthatten und die entweder In modffizierter Form, vorzugswei- 
se in aminomodifizierter Form, oder in unmodifizierter Form direkt oder Uber eine Spacer-Gruppe durch 
Reaktion mit einem Rutheniumkomplex der Formel III kovaient verknUpft sind. Bevorzugt ist eine kovalente 
Bindung am 5*-Ende der DNS- oder RNS-Sequenzen. am 3'-Ende oder innerhaib der DNS- Oder RNS- 
Sequenzen, die zu diesem Zweck entsprechend modifiziert sind. 

Gemass voriiegender Erflndung konnen die Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz oder innerhalb der DNS- oder RNS-Sequenz anstelle eines Nukleosids eingebaut werden, 
wobei der Elnbau in beliebiger Weise erfolgen kann. Es konnen aber auch mehrere. vorzugsweise 2-8 
aufeinanderfolgende Chromophore vom Lumazintyp am Ende der DNS- oder RNS-Sequenz. oder .nnerhalb 
der DNS- oder RNS-Sequenz. anstelle mehrerer Nukleoside eingebaut werden. Denkbar ware es auch. die 
Chromophore vom Lumazintyp so zu modifizieren. dass ihre Bindung auch an entsprechend modifiz.erte 
Basen oder an das Zucker-Phosphat RUckgrat erfolgen kann. 
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Besonders bevorzugte erfindungsgemSsse Energietransfersysteme sind: 

Ru 2 * Li U U d(LuGTTQACAAQAATCCTCACAATACC) 3\ 

Ru* + Li U La d(GTLuGACAAQAATCCTCACAATACC) 3\ 

Ru^ Li U U d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 

Ru 2 ^ Li 1_2 U d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3*. und 

Ru 2 Lt U U d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3' 

bei denen der Rutheniumkomplex (Ru complex) der allgemeinen Formel II! Uber eine sehr stabile 
Phosphodlesterblndung an die DNS gebunden 1st und die Chromophore vom Lumazintyp 1-(2'-desoxy-a-D- 
ribofuranosylj-ej-dimethyl-lumazin (Lu) sind (siebe Figur 1). 

Die Chromophore vom Lumazintyp und Rutheniumkomplexe der Forme! Ill konnen aber audi in 
verschiedenen DNS- oder RNS-Sequenzen eingebaut ais Energietransfersysteme verwendet werden. Sie 
konnen aber auch in Peptide oder Polypeptide eingebaut als Energietransfersysteme verwendet werden 
Em Ensatz in anderen Molekaiarten 1st ebenfalls denkbar. 

Der Ausdruck "DNS- oder RNS-Sequenzen" stent fOr natDrliche Oder synthetisch hergestellte. unmodifi- 
zierte oder modifizierte DNS- oder RNS-Sequenzen. 

Die Rutheniumkomplexe der allgemeinen Formel ill kdnnen gemass EuropSischer Patentanmeldung 
Veroffentlichungs-Nr. 178450, hergestellt werden. 

Die Kopplung der Rutheniumkomplexe der allgemeinen Formel III an die DNS- Oder RNS-Sequenzen 
die ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp enthalten, erfolgt in an sich bekannter Welse. Bne 
IT ^1 ^P p,u " g r v8,Se mlt ^rierter DNS oder RNS besteht darin. dass man den Rutheniumkomplex 
* ^Tm o 7? 8 modffizierte DNS " b2w - RNS-Sequenz mit einem wasserioslichen Carbodiimiddertvat, 
z.B. mit N^yctohexyW^^ behandelL Ein besonders 

bevorzugtes Kopplungsmittel ist 1 .1 ,3.3-Tetramethyl-2-succinyluronium Tetrafluoroborat (1:1). nachfolgend 
TSU genannt (das vorerwahnte TSU* kann hergestellt werden, wie es in der offengelegten japanischen 
Patentanmeldung Nr. 166730/86 beschrieben ist). Die Kopplung erfolgt vorzugsweise in einem Losungsmit- 
te^emisch, z.B aus DMF, Dtoxan oder Wasser. Ueberraschenderwelse wurde gefunden. dass eine 
Aktivierung von Carboxyrfunktionen mit TSU auch In Anwesenheit von Wasser vonstatten geht 

Die Kopplung kann aber auch direkt erfolgen, z.B. Uber eine Phosphodiesterbindung, die in einem 
Lfisungsmittel wie Acetonltrll Oder absolutem Pyridin ausgebildet wird. Die Rutheniumkomplexe fUr eine 

DH^L P ^ n ir rd ^ in dnB Wr die ""H*™* 9 ee| 9 nete Form Uberf{J hrt. vorzugsweise In 
Phosphoramidit-, H-Phosphonat- oder aktivierte Phosphatfunktionen. 

Die Phosphoramiditderivate der Rutheniumkomplexe konnen in situ Kir die Kopplung in der Otigonu- 
kleotidsynthese hergestellt werden (Bannwarth und Schmidt, Tetrahedron Letters 30. 1513 (1989)) 

Die Rutheniumkomplexe In Form ihrer H-Phosphonate sind durch Umsetzung des mlt einer Hydroxyal- 
kylgruppe derivatisierten Rutheniumkomplexes mit Trisimidazoylphosphin (Fr5hler et aL, Nucleic Add 
****** ^o^ 9 iI 980) L°^ 8r Sa,iz y ,cWor °P hos Pnin als Reagenz (Marugg et aL, Tetrahedron Letters 
27, 2271 (1986)) und nachfolgender Hydrolyse erhaltlich. Die Herstellung kann gemass Rgur 6 erfolqen 
Die so erhaltenen H-Phosphonate lassen sich in bekannter Weise in der Synthese von Oligonukleotiden 
verwenden (Garreg et al.. Chemica Scripta 25, 280 (1985)). 

Die Herstellung der DNS- oder RNS-Sequenzen, die ein Oder mehrere Chromophore vom Lumazintyo 
anstelle einer oder mehrerer Nukieoside eingebaut haben Oder zusatzlich an einem Ende der DNS- oder 
RNS-Sequenz enthalten, erfolgt in an sich bekannter Weise. Die Chromophore vom Lumazintyp werden In 
eine fOr die Kopplung geeignete Form OberfGhrt, vorzugsweise In Phosphoramidit-. H-Phospnonat- oder 
akbvierte Phosphatfunktionen. Die Kopplung erfolgt vorzugsweise an das wachsende DNS- oder RNS- 
Fragment wShrend der Synthese. Die Synthese kann sowohl in flOssiger Phase ats auch an fester Phase 
durchgefuhrt werden. wie sie beispielsweise in Science 230. 281 (1985). Chimia 41, 302 oder In 
beX s y nlhes5s - A Practicai Approach-. IRL Press, Oxford, UK. MJ. Gait. Ed. (1984) beschrie- 

Besonders bevorzugte DNS-Sequenzen, in welche ein oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp 
anstelle einer oder mehrerer Nukieoside oder zusatzlich am 5*-Ende eingebaut sind, sind: 

d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3*. 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3', und 
d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3* 



EP 0 439 036 A2 



worin Lu fur 1 -(^es^xy^Mbofuranosylhe.y-dimethyl-lumazIn stent. _ , 

Diese DNS- Oder RNS-Sequenzen bilden auch einen Gegenstand der vorfiegenden Erfindung. 
Ebenfails einen Gegenstand der vorllegenden Erfindung bilden die Lumaz.ndenvate und ahnhche 
s Systems der ailgemeinen Formel 



10 



1S 



20 




30 



worin R, und H 2 jeweils fOr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte C-to-AIkylgruppe. V-Ribosyl, V- 
(^-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R a fOr ein H-Atom oder fUr 
eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe steht: und FU fOr eine gegebenenfalls substituierte 
C,-io-Alkylgruppe, V-Ribosyl, 1 •(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stent, 
oder der ailgemeinen Formel 



o 



ii 



o 

R 7 



36 worin Rs und FU jeweils fur eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe stehen; und R 7 und R> fOr 
1'-Ribosyl. V(2'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. beisplelsweise 
eines C-Nukteosidderivates. wie in J. Org. Chem. 3927, 16 (1989) beschrieben. 

In einer bevorzugten AustUhrungsform hat das Lumaanderivat die folgende Formel: 

O 

HN |f N Y' Rl 

R 3 



worin R t und R 2 fur eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-Aikylgruppe. vorzugsweise eine Methylgruppe. 
steht* und Rs fOr V-Ribosyl oder 1 , {2'-Desoxyribosyl) steht. 

Bn besonders bevorzugtes Lumazinderivat ist H2 f <lesoxy-a-r>n^ofuranosy0^7-dimethyl-luma2in 
(siehe Verblndung 1 in Rgur 2). 

Die vorstehend*genannten Luma2inderivate konnen wie von Ritzmann und Pfleiderer in Chem. Ber. 106. 
1401 (1973) beschrieben, hergestellt werden oder in analoger Weise hierzu. 

Ein welterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung bilden Phosphoramidite und H-Phosphonate der 
vorstehend genannten Lumazinderivate, die fur die Festphasen-oder Losungssynthesen von Oligo- oder 
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Polynukleotiden geeignet sind. 

Bn besonders bevorzugtes Phosphoramldit der voriiegenden Erfindung ist l-p'-CM^'-Dimethoxytrityl- 
2'-desoxy^DHlbofuranosyl^XM(2^^ 
(siehe Verbindung 3 In Rgur 2). 

Die vorsteriend* genannten Phosphorarnidite oder H-Phosphonate der Lumazinderivate konnen durch 
Umsetzung von am 5*~Ende geschGtzten, vorstehend genannten Lumazinderivaten nach bekannten Metho- 
den hergestellt werden. Vorzugsweise wird das 5 f -Ende des Lumazinderivats zuerst durch eine 4,4'- 
Dimethoxytritylgruppe geschOtzt und die resuKierende Verbindung anschliessend mit 2-Cyanoethoxy-bis- 
dnsopropylaminophosphin in Gegenwart von Diisopropyiammoniumtetrazolid in das entsprechende 
Phosphoramfdit des Lumazinderivates umgesetzt Das hier bereits genannte. besonders bevorzugte 
Phosphorarnidit HS'-O^-Dimethoxytrityl-^Kjesoxy^D^ 
dnsopropyI-phosphoramidit)-6,7-dimethyl-lumazin 3 kann gemass Rgur 2 hergestellt werden. 

Bn welterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind Lumazinderivate, die den Einbau von 
Lumazinen am 3'-Ende von Oligonukleotiden in der Festphasensynthese ermSgfichen. 

Ein besonders bevorzugtes Lumazinderivat der voriiegenden Erfindung ist I^S'-fM^-Dimethoxytrltyl- 
2*Hieso)<y-crD-ribofuranosyl-3'-0^succinyO-6,7<fimethyMumazin (siehe Verbindung 16 in Rgur 5). 

Die vorstehend genannte Verbindung kann durch Umsetzung des am F-Endelhit einer 4,4 l -Dimethox- 
ytrrtylgruppe geschutzten Lumazinderlvats 2 nach bekannten Methoden hergestellt werden. Vorzugsweise 
wird das geschUtzte Lumazinderivat mit BemstelnsSureanhydrid unter Aktivierung umgesetzt und das 
Produkt ais Salz der Sfiure isoliert Die Herstellung des l-fS^M'-Dimethoxytrityl-a'-desoxy-a-D-ribofuran- 
osyl-3M)-sucdnyl)-6,7^methyMumazin kann gemass Rgur 5 erfolgen. 

Bn weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist mit Lumazinderivaten modiflzlertes Controlled- 
Pore-GIas (CPG) (siehe Verbindung 17 in Rgur 5), welches Ublicherwelse als Tragermatertal in der 
Festphasensynthese verwendet wird. Andere fUr die ModJfizierung verwendbare Tragermateriatien, wie z.B. 
Kieseigei konnen ebenfalls benutzt werden (F. Chow; T. Kempe; G. Palm; Nucleic Acids Res 9 2807 
[1981]). 

Durch die Verknupfung des CPG-Materials mit Nukleosiden und deren Derivate konnen die verschle- 
densten Reste am 3*-Ende eines OHgonukleotides eingebaut werden. In der bevorzugten AusfUhrungsform 
der voriiegenden Erfindung wird das Tragermaterial mit einem Lumazinderivat verknOpft, welches fQr den 
weiteren Aufbau eines Oligonukleotids geeignet ist. 

We Herstellung des funktionell modffizterten CPG erfolgt in an sich bekannter Weise durch Kupplung 
des HS'^.^-Dimethoxytrrtyh^^ 6,7-dirriethyMumazin 16 mit fQr 

die VerknQpfung geeignetem CPG-Material. In der bevorzugten AusfUhrungsform erfolgt die Herstellung des 
funktionallsierten TrSgermaterials gemass Rgur 5 durch Aktivierung von 16 mit Mesltylen-2-sulfochlorid 
(MsCI) und 1-Methyl-imidazol (Melm). 

Mit dlesem so erhaltenen Trager lassen sich Lumazinderivate am 3'-Ende von Oligo- oder Polynukleoti- 
den einfOhren. Dies hat den Vorteil, dass zum Beisplel Energietransfersysteme zwischen Oligonukleotiden 
mfiglich sind, die mit Donor oder Akzeptor an verschiedenen Enden der Oligonukleotide ausgerUstet sind. 

Besonders bevorzugte erfindungsgemasse Energietransfersysteme mit diesen Bgenschaften sind: 

5*-d(T6GGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 
5*-d(CTACTGGGATAGGTG6A-LuLul_uLu) 3* 
5'-d(TCAACGTATGTTCACCG-LuLuLuLu) 3' 



Ueberraschenderweise hat sich gezeigt, dass die Chromophore vom Lumazintyp gemass vorRegender 
Erfindung geeignet sind, Licht von einem Stickstoff-Laser auf Rutheniumkomplexe der Formel III zu 
Ubertragen. 

Die Kombinationen Chromophor vom Lumazintyp/Ruthenlumkomplex der Formel III stellen damit 
Energietransfersysteme dar (mit dem Chromophor vom Lumazintyp als Donor und dem Rutheniumkomplex 
der Formel III als Akzeptor), die fur Abstandsmessungen innerhalb eines oder zwischen verschiedenen 
MolekUlen ausserordentlich geeignet sind, da, wie bereits elnleitend ausgefUhrt, auf Grund der Forsterglei- 
chung eine strenge Korrelation zwischen Energietransfer und dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor 
besteht. 

Solche Abstandsmessungen kSnnen zur Bestimmung von Molekulassoziationen zwischen verschiede- 
nen MoIekOlen, beispielsweise zwischen DNS- oder RNS-Sequenzen und Proteinen/Peptiden herangezogen 
werden, wenn eine Molekulart mit dem Donor und die andere mit dem Akzeptor ausgestattet ist. Dies kann 
zum Nachweis von Interaktionen dieser MolekUle und zum Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit 
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von MoletcOten herangezogen werdan. Otese Nachwelse eignen slch im basondaran «lr diagnostischa Tests, 
wle z.B immunoassays, Rezeptorscreaningassays, DNS-Sonden-Assays. 

Sne Kopplung der Bu-Komplexe der Formal III an Protelna/Peptfde wurde in der Europaisdwn 
PatentanmaWung. Varoffantlichungs-Nr. 178 450. baschriaban. Dia ModlHzlerung ^^^^T 

s boslden am S'-Ende mit elner AminofunkDon kann analog derjanlgen von Thymldln frMr. Ctan. Acta 71 
StKw* arfolgan. DamH 1st dia Kopplung von Chromophoran vom Uumazintyp • JJ^SSS^T 
Carboxamldbindungan zu bswerkstalllgan. Oaduroh ISsst sioh das erflndungsgom^e *»&*™^ 
stem zwischen elnem Chromophor vom Lumazintyp und elnam Ru-Komplex dar Formal 111 maolchen Tasts 
anwenden. bei welchon AbsSnde zwischen ProteinervPeptidan eine Rote spleten. w»e etwa bei Immunoae- 

ro says. 

Auch Rezeptorscreeningassays kSnnen auf dieser Basis aufgebaut warden. 

Durch den Elnbau des Energietransfersystems im gleichen MolekUl lassen slch Abstartdsmessungen 
innerhalb eines MolekUls durchfOhreru Durch den Einbau der Komponenten des Energletransfers^tems in 
verschiedene MolekUle lassen slch aber auch Abstandsmessungen zwischen verschledenen MolekUlen 
rs durchfOhren. Soicho System© stellen die bovorzugten erfindungsgemassen Energietransfersysteme dar. 

DarUber hlnaus sind die besagten Donoren, insbesondere die erfindungsgemassen Lumazmderivate, 
geeignet in der far die Anregung der Rutheniumkomplexe verwendeten Kombinatlon von Stickstoff- und 
Farbstofflaser letzteren zu ersetzen. 

Die Methodik der zeitaufgelGsten Ruoreszenz-Technik ist beispielsweise in der DTOS 2628158 Oder 
20 der fruher erwahnten Europaischen Patentanmeldung Nr. 85.1113777.9 (Ver6ffentlichungs-Nr. 178450) 

^Die^achfolgenden Beispiele und Rguren illustrieren die vorliegende Erfindung ohne sie zu beschrSn- 
ken. 

Rgur 1 zelgt die Struktur des 5*-Endes der Verbindung 11 (Beispiei 4). 
25 Rgur 2 zeigt schematisch die Hersteilung von i^SW.^-Dimethoxytrityl^-desoxy-a-D-ribofuranosyi- 
T-O^^yancjethylVN.N^nsopropyi-pliosphoramiditKy-dimethyWumazin (3). 

Rgur 3 zeigt schematisch die Synthase von verschiedenen DNS-Sequenzen. die ein Oder mehrere 
Chromophore vom Lumazintyp ansteile einer oder mehrerer Nukleoside elngebaut haben Oder zusStzlich 
am 5'~Ende dor DNS-Sequenz enthaHen. 
30 Rgur 4 zeigt die gelelektrophoretische Analyse der Verbindungen 4-9 (Beispiei 3) und 10-15 (Beispiei 
4). 

Rgur 5 zeigt schematisch die Synthese des 1-(5 , -0-4,4 , -Dimethoxytrityl-2 , -desoxy'o-D-rlbofuranosy1-3 , - 
0-succinyl)-6,7-dimethyHumazin und des mit Lumazln modrfizierten Tragers. 

Rgur 6 zeigt die Synthese des Ru-Komplex H-Phosphonats. 
35 Rgur 7 zeigt die Sequenzen der Oligonukleotide 20-25 und ihre Verwendung in Energietransfersyste- 
men. 

Rgur 8 zeigt die Sequenzen der Oligonukleotide 20, 21 , 23, 24. 25 und ihre Verwendung in 
Energietransfersystemen. 

ao Betspieie 

Alle Losungsmittel waren von hBchster Relnheit Das Phosphoramidtt des Ruthenium 
(bathophenanthrolin)-Kompiexes wurde in situ, wie von W. Bannwarth und D. Schmidt beschrieben 
(Tetrahedron Lett 30. 1513. 1989). hergestellt DNS-Synthesen wurden an festen Tragern (Adams et al.. J. 

45 Am. Chem. Soc. 105. 661 [1983D mittels Phosphoramidit-Chemie nach publizierten Methoden. z.B. nach 
Sinha et al.. Nucleic Acids Res. 12. 4539 (1984) oder Bannwarth. Chimia 41. 302 (1987). durchgefOhrt 
ZeitaufgelSste Ruoreszenzmessungen wurden in einem Voiumen von 100 n\ mittels elnes publizierten 
Apparates [Europaische Patentanmeldung, (Veroffentiichungs-Nr. 178450)1 durchgefOhrt Kurzsaulenchro- 
matographle (CC). wie von Hunt und Rigby beschrieben (Chem. ind.. London. 1868 [1967]). wurde mit Silica 

so Gel 60 (0.063-0.040 mm. Merck) durchgefOhrt ^(^-desoxy-cr-D-ribofuranosyO-ej-dimethyl-lumazin (1) 
wurde. wie von Ritzmann und Pfieiderer in Chem. Ber. 106. 1401 (1973) beschrieben, hergestellt. 

Beispiei 1 

55 



7 
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1- ( 5 1 -o-4 , 4 ■ -Dimethoxytrityl-2 • -desoxy-a-D-ribof uranosyl ) - 
6,7-diraethyl-lumazin (2) 



iq 0.15 mmol (46 mg) der Verbindung 1 wurden zweimal In abs. Pyridin aufgenommen und evaporiert 
Dann wurde emeut In abs. Pyridin (5 ml) gef6st und mlt 0.25 mmol (85 mg) 4,4^Dimemoxytatylchlorid 
versetzt und bei Raumtemperatur (RT) gertlhrt. Nach 1 h wurde 1 ml Methanol zugegeben und nach 
weiteren 15 Min. in gesSttigte NaHC0 3 -L6sung gegossen und drelmal mlt ]e 30 ml MethyJenchlorfd 
(CH 2 Q2) extrahiert Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na^SOi getrocknet und nach 

/5 Filtration vom Trockenmlttel eingeengt Der ROckstand wurde Ober 10 g Kieselgel mittels Kuresaulenchro- 
matographie mit 100 ml CHaCfe/EfeN (99/1) und 100 ml Cr^Cfe/MeOH/EtgN (97/2/1) aufgetrennt. Die reinen 
Produktfraktionen wurden gesammelt und eingeengt. Der RDckstand wurde nach Losen in 5 ml Chloroform 
durch Brrtropfen In 150 ml n-Pentan gefallt Das Prazfprtat wurde gesammelt und getrocknet und lieferte 65 
mg (48.3%) reines Produkt 

20 

Beispiel 2 

l-{ 5 » -0-4 , 4 ' -Dimethoxytrityl-2 ' -desoxy-a-D-ribof uranosyl- 
3 • -0-( ( 2-cyanoethyl) -N,N-diisopropyl -phosphor ainidit) -6,7- 
dimethyl-lumazin (3) 



30 



0.3 mmol (183 mg) der Verbindung 2 (Beispiel 1) wurden in 15 mi MeCN (abs.) aufgenommen und 
evaporiert Der ROckstand wurde dann erheut in 15 ml MeCN aufgenommen, mlt 0.6 mmol (180 mg) 2- 

ss Cyarwethoxy^is-diisopropylaminophosphiri und 0.3 mmol (61 mg) Diisopropylammonium tetrazolid versetzt 
und fUr 2 h geruhrt. Danach wurde die IVKschung in 100 ml gesattigte NaHC0 3 -L6*sung gegossen und 
drelmal mlt ]e 30 ml CH 2 CI 2 extrahiert Die vereinigten organischen Phasen wurden Ober Na 2 S04 
getrocknet und nach Filtration vom TrockenmttteJ eingeengt Der ROckstand wurde Ober 10 g Kieselgel 
mittels Kurzsaulenchromatographie mit 100 ml CHzCfc/ EtaN (99/1) und 100 ml ChbCfe/EtaN (98/2) 

40 aufgetrennt Die reinen Produktfraktionen Heferten 170 mg (70%) reines Produkt 

Beispiel 3 



45 Synthese von d ( GTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3 , 4, 

d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3 , 7 , * 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3 , 6, 
so d ( GTTGACAALuAATCCTCACAATACC ) 3 , 5, 

d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3 , 8 und 



d { LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3 , 



55 
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ion m« r Wft7 nmon tunktlonanslertero Controlled Pore Glas ate festem 



ro Belspiel 4 



20 



Synthese von 

Ru Komplex-d(GTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 10, 

Ru Komplex-d ( GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 12* 

RU Komplex-d (GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3, 13/ 

RU Komplex-d ( GTTGACAALuAATCCTCACAATACC ) 3 , 14/ 

Ru Komplex-d { LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC ) 3, U und 

RU Komplex d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3, 15. 



25 



30 



35 



Nach Abspattung der Dimethoxytrityl-Schutzgruppe wurde der Bathophenanthro n-Ruthen.um IKKonv 
plex in Form seinesln situ hergesteliten Phosphoramidits mit den Verbindungen ±9 <Bels P .el 3) gekoppelt 
(Bannwarth and Schmidt, Tetrahedron Letters 30. 1513 (1989)). Durch Behandlung mrt cone Ammoniak 
wurden dann die Verbindungen 10-15 in ungereinigter Form emalten. Rgur 4 ze»gt die Analyse dieser 
Verbindungen mittels 20% Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 

Die Verbindungen 10-15 in reiner Form wurden entweder mittels Umkehrphasen-HPLC Oder mittels 
praparatlver Gelelektrophorese und nachfolgender Bektroelution erhalten. 



Belspiel 5 



40 



45 



65 



Fluoreszenzmessungen mit den Verbindungen 11-15 zur 
Bestimmung der Ef fizienz des Energietransfers 



Die Ruoreszenzintensitaten der Verbindungen 11-15 wurden mittels zeitaufgeloster Ruoreszenz-Tech- 
nik gemessen. Die Verbindungen VM5 wurden mitteFLichtpulsen eines Stickstofflasers (0.7 ns bei 337 
nm) angeregt und das Fluoreszenziicht wurde mittels eines Photoverstarkers gemessen. 

Die gemessene Intensity der Fluoreszenz l F bei 618 nm (Emissionswellenlange des Rutheniumkomple- 
60 xes) kann durch die Summe von 3 Komponenten beschrieben werden: 



If - Ifi + <F2 + 'f 



I F1 ist die Ruoreszenzintensitat des Lumazin bei 618 nm. l F2 stellt die durch direWe Anregung verursachte 
Emission des Ru Kompiexes dar und l P3 bezeichnet den Ruoreszenzintens.tMs-Bei^g des Energietrans- 
fers Da Ifi praktisch null ist. lasst sich die gemessene Ruoreszenzintensitat so schreiben: 



If " Ira + If3- 
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In derfoJgenden Tabelle sind die Efflzienzen (E) des Energietransfers der Verbindungen 10-15 aufaefOhrt 
Dlese wurten nach der Forrnel 



B = If = *F2 . 100 [%] 
X F2 



berechnet 



Verbindung E (%) 



11 15.0 

12 12 . 6 



13 
14 



5.4 
4.1 



11 77.0 



Die Tabelle offenbart eine Korrelation zwischen der Efflzlenz des Energietransfers und dem Abstand 
zwischen Donor (Chromophor vom Lumazintyp) und Akzeptor (Rutheniumkomplex). Ausserdem Ksst sich 
durch den Embau mehrerer Donoren die Effizienz des Transfers stelgern, wle mlt Verbindung 15 gezeigt 



Beisptel 6 



Syn these von 5' d { TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu ) 3» (20) 



A. Synthese von HS'-O^MDimethoxy^ 
zln (18). 

0,29~mmol (175 mg) der Verbindung 2 (Beispiel 1) wurden mehrmals in trockenem Pyridin aufgenomrnen 
und evaponert Der RUckstand wurde in 5 ml trockenem CH 2 CI 2 aufgenomrnen und 0.91 mmol (91 ma) 
Bernsteinsaureanhydrid, 0,33 mmol (41 mg) DMAP sowie 0.91 mmol (126 ,1) EtaN zugegeben und die 
Mischung fOr fOnf Stunden bei Raumtemperatur gerOhrt. Die Mischung wurde in 10 ml 1%lge Essigsaure 
gegossen und dreimal mit je 50 ml CH 2 CI 2 extrahiert Die verelnigten organischen Phasen wurden 
getrocknet und eingeengt Der RUckstand wurde Ober 20 g Kleselgel durch Saulenchromatographie mrt 
CH 2 CI 2 /Et3lM (99/1) und steigendem Ethanolgradient (1,3, 5%) gerelnigt. Reine Fraktionen wurden 
gesammelt und eingeengt Das Produkt (DC; Rf: 0,32; CH 2 CI 2 /MeOH 9/1) wurde in 5 ml CH 2 CH2/1% 
NEta gelQst und in 350 ml n-Pentan gef§Ht Der Niederschlag wurde gasammeR und getrocknet 
Ausbeute: 165 mg (79%) von 16 als Triethylammoniumsalz. 

B. FunktionaJisierung des CPG-Tra'gers mit 1-(5'^-4,4^Dimethoxytrity{.2^esoxy^D-ribofuranosyl-3^f> 
succinyl)-6,7-dimethyl-lumazin (16) zu Verbindung 17. 

2,5 g des CPG-TrSgers und 0,18 mmol (130 mg) von Verbindung 16 wurden zusammen in 10 ml 
trockenem Pyridin mehrmals evaporiert Der RUckstand wurde in 10 ml frbckenem Pyridin aufgenomrnen 

10 
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und 46 mmol (1.0 g) Mesitylen-2-SuKochlorld sowie 4 mmol (0,4 ml) 1-MethyMmidazol dazugegeben. 
Wahrend der Reaktionszeit (18 Slunden) words gelegentfich umgeschUttelt. Das Gemlsch wurde fifeiert 
und mlt Pyridin und Xther gewaschen. Nlchtabreagierte Amlnogruppen wurden durch Zugabe yon 15 ml 
einer LSsung aus 1 g DMAP, 2 ml Ac 2 0 und 2 ml Lutidin blockiert Nach 30 Minuten wurde die Ldsung 
abfiltriert und der funktionalisierte Trager mil Pyridin und Kther gewaschen und getrocknet Durch UV- 
Messung der abgespaitenen DMTr-Gruppe (499 nm) wurde elne Beladung das Tragers (17) von 27 

a°s5Sfdes SMumazlnderSvatisierten Oligonukteotids 5' d(TGGGATAGGTGGATTATLuLuLuLu)3' 

" SeSyMhese des Oligonukteotids erfolgte mlt dem m Tell B. hergestellten Trager (17) unter Verwendung 
des Lumazinphoaphoramidltes 3 aus Beispiel 2. Dazu wurden 1.08 „mol (40 mg) des Tragers mit 24 
M mol (20 mg) dor Verbindung 3 und 240 ,mol (17 mg) Tetrazol In 0.5 ml trockenem MeCN In elnern 
Standardreaktionszyklus gekuppelt. Nach dem Einbau der Lumazinchromophoren am 3'-Ende wurde dje 
Synthese mlt norrnalen Phosphoramlditen fortgesetzt. Nach EntschUtzung mit NH 3 erfolgte die IsoRerung 
des Ollgonukleotlds (20) durch Elektroelution nach praparativer Gelelektrophorese. 
Beispiel 7 



Synthese von Ru Komplex-d ( ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT ) 3' (21) 



A. Synthese des H-Phosphonats des Bathophenanthrolin Ru (HI) Komplexes (18). 
Verfahren A: 

In eine Losung von 2,7 mmol (180 mg) Imidazol und 2,8 mmol (380 ^l) EbN in 10 ml trockenem MeCN 
wurde unter Argon innerhalb von 5 Minuten mit elner Spritze 0,8 mmol (70 M l) PCIa zugegeben und die 
Mischung fOr 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) gerUhrt. Separat dazu wurden 0,1 mmol (126 mg) 
des Ru-Komplexes mit trockenem MeCN evaporiert und nach Aufnahme In 10 ml MeCN zu der 
Mischung mlt dem Trisimidazoylphosphin gegeben. Nach 2h ROhren bel RT wurde die Mischung in 100 
ml 0.1 M TEAA pH 7,0 gegossen und mit CH2CI2 (3x50 ml) extrahiert Oie vereinigten organlschen 
Phasen wurden Ober NazSO* getrocknet Nach Einengen wurde der ROckstand mft Ather dlgerlert und 
anschliessend gewaschen. Nach Trocknen wurden 120 mg (86%) des H-Phosphonats 18 erhalten. 
Verfahren B: 

0.1 mmol (126 mg) des Ru-Komplexes wurden mit MeCN evaporiert, in 5 mi trockenem MeCN und 1 ml 
trockenem Pyridin gelbst und eine Losung von 0,5 mmol (101 mg) Sallzylchlorophosphin in 2 ml 
trockenem MeCN dazugegeben. Diese Reaktionsmischung wurde bei RT fOr 1.5 h gerOhrt, in 50 ml" 0,1 
M TEAA gegossen und, wie in Verfahren A beschrieben, aufgearbeitet. Ausbeute: 120 mg (86%) des H- 
Phosphonats 18. 

B. Kopplung von Ru Komplex H-Phosphonaten an Oligonukleotide. 

Das OllgonuWeottd mlt der Sequenz d(ATAATCCACCTATCC-CAGTAGGAGAAAT) 3' wurde In bekannter 
Welse hergestellt und am 5'-Ende entschOtzt am Trager oelassen. 26 pmol (36 mg) Verbindung (18) 
wurden mit trockenem MeCN evaporiert und In 1 ml trockenem Pyridin aufgelost 0,5 ml dieser Losung 
wurden gielchzeHig mit 7.3 Prvaloylchlorid, gelost in 0,5 ml trockenem MeCN, zu 0.4 P mol des 
tragergebundenen Oligonukteotids d(ATAATCCACCTATCCCAGTAG GAGAAAT) 3' gegeben. Nach einer 
Kupplungszeit von 4 Minuten wurde der Trager gewaschen und nochmals mit der gleichen Menge an 
Reagenzien umgesetzt. Danach erfolgte die Oxidation mit 1 ml 0,2 M J 2 /THF und 1 ml EtaN/HaO/THF 
(1:8:1. Wv) und Waschschritte mit MeCN und Ather. Zum EntschUtzen wurden 10 mg des TrSgers mit 
700 mI konz. Ammonlak fOr zwel Stunden bei 67 "C behandelL Durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
konnte die voltstandige Umwandlung des Startoligonukleotids In das mit dem Ru Komplex markierte 
Oligonukleotid (21) gezeigt warden. 
Beispiel 8 
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JO 



15 



40 



Fluoreszenzmessungen rait den Verbindungen 20-25 zur 
Bestimmung der Effizienz des Energietransfers 



Urn die Biergieubertragung zwischen Lumazin und Ru-Komplex. die jeweils mlt verschiedenen MolekU- 
ten verknOpft slnd. zu bestimmen. wurden die Oligonukleotide (20) und (23) sowie das Ru-Kom D lex 
Smmt ° ll90nUkle0tid ( - 30 8iP syrrthetisches hyTridisiert U?5d die EnergleObertragung 

Die Oligonukleotide (24) und (25) wurden als negative Kdntrollen (keine Energieabertragung) einoesetzt 
(slehe Rg. 7). Zur Charakterisierung des Energietransfers sind in der folgenden Tabelle die VerhataX der 
gemessenen RuoreszenzirrtensftSten l F und l ra der getesteten Oligonukleotide aufgefUhrt Dabei warden Kir 
If und l re die Definifionen von Beispiel 5 herbefgezogen. 



Hybrid i /t 

so A P /X F2 



22/21/25 1,0 

22/21/24 1,1 

22/21/23 1,9 

22/21/20 2,2 



In den Fallen, in denen die Oligonukleotide 24 und 25 verwendet wurden (negative Kontrollen, war 
ketae BiergieObertragung zu beobacnten (Mr, ""l). BeH^nder Hybridisierung (Hybrid SSS ur£ 
22S1/23) war ein EnergletransJer maglloh, der durch die Verdoppelung der Sign^intenliSrfB? £s 
Ruoreszenzlicht aus dem Energietransfer angezeigt wurde (Wl ra "2) tur aas 

. ^If *? dur f h ,^ e des Energietransfers eine Ware Aussage m5glich. ob eine Hybrktisieruno 

Wnderfhal ^ 0,i9 ° nuMe0 * ,e " ein «es Target, in diesem Fal. eine DN^Seguen^ 

Die gleichen Sequenzen 21-25 wurden auch dazu verwendet. den Energietransfer zwischen zwei 
gettennten MolekOlen zu bestimmen. ohne dass diese. wie oben beschrieben Uber efo Ss Mo.S 
flx,ert warden mussten (Fig. 8). Es wurde dabei nur die Spezifitat der Erkennung zwischen den bSS 

TS^^^/ e ^TT mS 8US9Bn0Ul V0rli99enden Fa " "Vbridi lerten die OligTnuktS 
^«| u "d .£1/23 aufgrund Ihrer Basenzusammensetzung miteinander und bildeten mit ihren Chromopho- 

24 nthf m ?£ H 7- ■ e em ^ 9nQ '? er k0 " nte das mlt einem Chromophor markierten Oiigonukleo<£ 
24 nich mit 21 hybndtsieren. Das Oligonukleotid 25 hybridlsierte zwar mit 21. es trug aber kein fOr ein 
Energietransfersystem benStigtes Chromophor. Wie-dle unterstehende Tabell^zeigt. ergaben sic* bel ten 
Fluoreszenzmessungen nur bef den Paaren 21/20 und 21/23 die erwarteten Energietransfers. wahrend d£ 
anderen beiden Paare 21/24 und 21/25 keine TFaFsfers ziigten (Kontrollen) 



ss 
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Hybrid I F /I 



F /J -F2 



21/20 1,9 

21/23 1,8 

21/24 1 , 0 

21/25 1,0 



Patentanspriiche 

1. EneraiGtransfersysteme bestehend aus zwei organischen Verblndungen. von denen die eine ein 
Chromophor vom Lumazlntyp ist und die andere, mit der sie In Wechselwirkung steht, ein Ru-Komplex 
ist. 

2. Energietransfersysteme nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass das Chromophor vom Luma- 
zlntyp ein Lumazinderivat der allgemeinen Formel 



O 




I 



Ist, worln Ri und R 2 jeweils fUr ein H-Atom. eine gegebenenfails substituierte Ci-io-Alkylgruppe, V- 
Ribosyl, V(2'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; Ffe fur ein H- 
Atom Oder fUr eine gegebenenfails substituierte Ci-io-Alkylgruppe steht, und R* fOr eine gegebenen- 
fails substituierte Ci-10-Alkylgruppe, V-Ribosyl. V^'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht; 
oder der aiigemeinen Formel 



O 




II 



1st, worm Rs und Rs jeweils fOr elne gegebenenfails substituierte Ci-io-Alkylgruppe stehen; und R 7 
und Ra Wr V-Ribosyl, r^'-Desoxyribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

3. Energietransfersysteme nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet dass der Ruthentumkompiex 
eine Verbindung der allgemeinen Formel 
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Ru 2 * L, la U HI 



ist wobei die Liganden L,, U und L 3 gleich Oder verschieden sind und UdungsUbertragungselnhelten 
darsteHen, und der Ugand U mit einer Gruppe A-X substltulert 1st, wobei A elne Alkylengruppe, die 
aucn Sulfonamide Thlofither-, Ather-, Carboxy- oder Carboxamidfunktionen tragen kann und X elne 
Aldehyd-. Carboxy, Hydroxy, Amino-, Thiocyanatgruppe, Halogen oder eine Phosphit- Oder Phosphat- 
gruppe oder eine modiflzierte Phosphatgruppe, 2.B. eine Phosphonat- oder ThiophosphataruDDe oder 
eine sonstwie geeignete Funktion darstelrt. ' 

4. Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-3, dadurch gekennzeichnet dass das Chromo- 
phor vom Lumazintyp ein Lumazinderivat der allgemeinen Formel i ist worin R, und R 2 jeweils fOr eln 
H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte C,- 10 -Alkylgruppe. r-Ribosyt. 1 ^-Desoxyribosyl) oder den 
Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; Fb fOr ein H-Atom oder fUr eine gegebenenfalls 
substituierte Ci-io-Alkylgruppe stent und R* fUr elne gegebenenfalls substituierte Ct-io-AJkylorupDe 
r-Ribosyl. r<2'-Desoxyribosyf) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung steht 

5. Biergietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-3, dadurch gekennzetchnet, dass das Chromo- 
pnor vom Lumazintyp ein Lumazinderivat der allgemeinen Formel II ist worin Rs und R* fOr eine 
gegebenenfalls substituierte C,-,o-Atkylgruppe stehen; und R r und Rs fOr V-Ribosyl, 1 '<2'-Desoxvribo- 
syl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

6. Enei^ietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1-5. dadurch gekennzeichnet. dass ein oder 
rnehrereChromophore vom Lumazintyp am Ende einer DNS- oder RNS-Sequenz oder innerhalb einer 

oder RN S«Sequenz anstelle eines oder mehrerer Nukleoside in der DNS- oder RNS-Sequenz 
eingebaut sind und die DNS- oder RNS-Sequenz an elnen Rutheniumkomplex der allgemeinen Formel 
III gebunden ,st. worin die UdungsObertragungseinheiten L u U und U gleich oder verschieden sind 
SJ^^ ^^ a ^ h ^nthrolin-Gruppen darstellen. die gegebenenfalls 

7. Energietransfersysteme nach Anspruch 6 mlt einer der folgenden Formeln 

Ru 2 * L, Lz U-d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
Ru 2 + L, U U-d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ ' 
Ru 2 ^ Li U U -d(GTTG ALu AAG AATCCTCACAATACC) 3'.' 
Ru\ L, L 2 U-d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3',' oder 
Ru 2 L, U U-d(LuUiLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3' 

W ° rl !I J de L F !o thenJumk0mp,eX d6r all " meinen Formel »« "ber eine sehr stabile Phosphodiesterbinduna 
an die DNS oder RNS gebunden ist und die Chromophore vom Lumazintyp 1-(2*-desoxv-«-D- 
nboturanosylh6 l 7-dimethyWumazin [Lu] sind. 

a Energietransfersysteme nach einem der AnsprOche 1 -5. dadurch gekennzeichnet, dass die Chromooho- 
re vom Lumazintyp und die Rutheniumkomplexe in verschiedene modifizierte oder nichtmodifizierte 
DNS- oder RNS-Sequenzen eingebaut sind. 

9. Verwendung der Energietransfersysteme gemass den AnsprOchen 1-8 fOr Abstandsmessungen inner- 
halb eines MolekUls oder zwischen verschiedenen MoiekOlen, insbesondere fur Abstandsmessunoen 
innerhalb einer DNS- oder RNS-Sequenz oder zwischen verschiedenen DNS- oder RNS-Seguenzen 

10. Verwendung nach Anspruch 9 in diagnostischen Tests. 

11. DNS- oder RNS-Sequenzen, die eine oder mehrere Chromophore vom Lumazintyp enthatten. 

12. DNS- oder RNS-Sequenzen gemass Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromophore 
vom Lumazintyp Lumazinderivate der allgemeinen Formel 
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I I 

R 2 R 4 



worin Rn und R 2 jewells fOr ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe, V- 
Ribosyl r^-Desoxy-ribosyl) Oder den Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehert; R 3 fur ein H- 
Atom Oder fOr eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-AIkylgruppe stent; und R* fOr eine gegebenen- 
falls substituierte C,-io-Alkylgruppe t V-Rlbosyl. 1 , <2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht. 
oder der allgemeinen Forme! 



worin Rs und Re jeweils «ir eine gegebenenfalls substituierte Ci o-Alkylgruppe stehen, und R 7 und R 8 
fUr r-Ribosyl. r(2'-Desoxyribosy!) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, sind. 

13. DNS-Sequenzen nach Anspruch 12 mit den folgenden Formeln 

d(LuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3*. 
d(GTLuGACAAGAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(GTTGALuAAGAATCCTCACAATACC) 3', 
d(GTTGACAALuAATCCTCACAATACC) 3\ 
d(LuLuLuLuLuGTTGACAAGAATCCTCACAATACC) 3', 
d(TGGGATAGGTGGATTAT-LuLuLuLu) 3' 
d[CTACTGGGATAGGTGGA-LuLuLuLu) 3' 
dfTCAACGTATGTTCACCGC-LijLuLuLu) 3,. 



14. DNS-Sequenzen nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Chromophore vom Lumazintyp 
(Lu) l^-desoxy-o-D-ribofuranosyO-ey-dimethyHumazin sind. 

15. Lumazinderivate der allgemeinen Forrnel 
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10 R 2 R4 



woiln R1 und Ra jeweils fur ein H-Atom. eine gegebenenfalls substituierte Ci-io-Alkylgruppe, 1'- 
Ribosyl, r^'-Desoxyribosyi) oder den Rest elner analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 fur ein H- 
Atom oder fUr eine gegebenenfalls substituierte C,-i 0 -Alkylgruppe stent; und FU fdr eine gegebenen- 
falls substitute Cio-Alkylgruppe. 1 '-Ribosyl, 1 '(^Desoxyribosyl) oder den Rest einer anaioaen 
Hydroxyvert)indung stent. 



75 



oder der allgemeinen Formel 




II 



worin Rs und Re jeweils fOr eine gegebenenfalls substituierte C,-i 0 -Alkylgruppe stehen. und R 7 und Ra 
far 1 '-Ribosyl, 1 •<2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen. 

16. Phosphoramldite oder H-Phosphonate der Lumazinderlvate nach Anspruch 15. Insbesondere 1-(5'-0- 

ff^^-^^e^^^bofuranosyi^ ^({2.cyanoethylhN.rwUsopropyl-phosphorarnidit). 
6.7-dlmethyl-lumazln. ' 

17. Mit Lumazinderlvaten gemass Anspruch 15 modifizlertes Tragermaterial, Insbesondere HS'-CK^- 
Dimethoxy-trityl-2'-desoxy-a-r>ribo^ 

18. Verwendung des Tragermaterfals nach Anspruch 17 in der Festphasensynthese. 

1a Verfahren zur Herstellung von Energietransfersystemen. bestehend aus zwei organlschen Verblndun- 
gen. von denen die eine ein Chromophor vom Lumazlntyp 1st und die andere, mit der sie in 
Wecnsefwirkung stehn, ein Ru-Komplex 1st. dadurch gekennzeichnet, die beiden Chromophore nach 
beschrjebenen Methoden unabhangig voneinander synthetislert werden und fQr die Wechselwirkung in 
raumiiche Nahe gebracht werden. 

20. Verfahren zur Herstellung von DNS- oder RNS-Sequenzen, die eine oder mehrere Chromophore vom 
50 Lumazlntyp enthalten, dadurch gekennzeichnet, dass Lumazinderlvate der allgemeinen Formel 
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worin R) und R2 jeweils fUr ein H-Atom, eine gegebenenfalls substltuierte d-io-Alkylgruppe. 1- 
Ribosyl I'^'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; Ra fQr ein H- 
Atom Oder fOr eine gegebenenfalls substituierte C-10-Alkylgruppe stent; und R* Wr elne gegebenen- 
falls substituierte C,-io-A1kylgruppe. V-Ribosyl. I^'-Desoxyribosyt) Oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverblndung stent, 
oder der allgemeinen Fornnel 



O 




II 



*7 



worln Rs und Rs jeweils fur eine gegebenenfalls substituierte C-10-Alkytgruppe stehen, und R 7 und R» 
fUr V- Rtbosyl, V^'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen, in einer 
fQr die Koppiung geeigneten Form, vorzugsweise als Phosphoramldite, H-Phosphonate oder aktivlerte 
Phosphatfunktionen im Verlauf der DNS- oder RNS-Synthese in die zu synthetisierenden Sequenzen 
kovalent eingebaut werden. 

Verfahren zur Herstellung von mit Lumazinderivaten verknupftem Tragermateriat, dadurch gekennzeich- 
net. dass Lumazinderivate der allgemeinen Formel 



O 




I 



I I 
R 2 R 4 



worm Rt und R2 jeweils fur ein H-Atom, eine gegebenenfalls substituierte Ci-10-Alkylgruppe, V- 
Ribosyl, r(2'-Desoxyribosyl) oder den Rest einer analogen Hydroxyverbindung stehen; R 3 fur ein H- 
Atom oder fur eine gegebenenfalls substituierte d-10-Alkylgruppe steht; und FU fur eine gegebenen- 
falls substituierte Ci -io-Alkyl9™PP©. V-Ribosyl. r(2'-Desd*yribosyl> oder den Rest einer analogen 
Hydroxyverbindung steht, 
oder der allgemeinen Formel 
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1 

worin R 5 and R$ }eweils fUr e)ne gegebenenfalls substltuierte C-io-Alkylgruppe stehen, und R 7 und R* 
fur r-Ribosyl, V(2 , -Desoxyribosyl) oder dert Rest einer analogen Hydroxyverblndung stehen. nach 
OoerfUhrung in eine fiir die VerknUpfung mit dem TrSger geeignete Form, vorzugsweise als Sucdnyh 
derivat, mit diesem unter Bildung einer kovalenten Bindung gekoppelt werden. 

2Z Energietransfersy steme nach Anspruch 1, hergestellt nach einem Verfahren gemass Anspruch 19, 

23. DNS- und RNS-Sequenzen nach Anspruch 12, hergestellt nach einem Verfahren gemass Anspruch 20. 

24. TrSgermaterial nach Anspruch 17, hergestellt nach einem Verfahren gemass Anspruch 21. 
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FIG 1 
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FIG 2 
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FIG 3 
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FIG 4 
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FIG 5 
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FIG 7 
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KEIN ENERG1E- 
TRANSFER 



dtACCCTATCCACCTAATAAAAATATTAGGTGQATAGGGTCATCCTCTTTA)? 

22 

d(TGGGATAGGTGGATTAT-Lu 4 ) Ru-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 

20 "^J 21 

ENERGIE-TRANSFER 



d(CTACTGGG AT AG GTGG A- Lu 4) 2 3 
d(TCAACGTATGTTCACCG-Lu 4 ) 24 

Kontrollen 

d(TGGGATAGGTGGATTAT) 2 5 
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FIG 8 



ENEHG.E ^® , , KEIN EN ERG! E (K) 

TRANSFER ^ (g) 5 . TRANSFER ^ 



x*Ru-d(ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT) 3 . 21 
^ d(Lu 4 -TATTAGGTGGATAGGGT) 5 ' 20 

d(Lu 4 -AGGTGGATAGGGTCATC) 5 ' 23 
d(Lu 4 -GCCACTTGTATGCAACT) 5 24 
d(TATTAGGTGGATAGGGT) 25 
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